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論文内容要旨
目的
 関節リウマチ(RA)患者の血清中,関節液中では変形性関節症(OA)患者に比較して,一
 酸化窒素(NO)代謝産物が高濃度にみられる。そして血清中より関節局所で産生が亢進してい
 ること,関節炎モデル動物にNO合成阻害薬を投与することで滑膜炎が消退することから,NO
 が滑膜炎の悪化に重要な役割を果たしていることが考えられている。また,TNF一αはRA患者
 で高濃度に産生されており,RAの病態に影響を与えていることが報告されている。NOと
 TNF一αの関係については,TNF一α,IL-1,Lipopolysaccharide(LPS)により滑膜培養細胞の
 NO合成酵素(iNOS)の産生と培養液中のNO酸化物であるnitriteの産生が亢進したと報告さ
 れている。そして,RA患者関節液中の単核球培養細胞と,滑膜初代培養細胞でNO供与薬のS-
 nitroso-N-acethy1-D,L-penicillamine(SNAP)添加によりTNF一α産生がみられ,SNAPの濃
 度依存的に培養上清中のTNF一α濃度が増加したことが報告され,NOとTNF一αのpositive
 feedbackが存在する可能性が示唆されている。しかし,RA患者の2例のみから採取した滑膜
 培養細胞での検討であること,mRNAレベルでの検討や,OAや正常の滑膜細胞とRAの滑膜
 細胞での比較が行われていない。本研究の目的は,OAとRA滑膜培養細胞においてNO刺激に
 よるTNF一α産生量の違いを検討し,RA病態におけるNOの役割を知ることである。
方法
 〔1)OA,RA患者から採取した滑膜細胞を,第2～3継代まで培養して使用した。(2)免疫染色
 により培養細胞中のCD68陽性滑膜マクロファージ様細胞の比率を計測した。(3)培養細胞に
 1ng/mlTNF一αのみ,または1ng/mlTNF一α,1ng/mlIL-1,10μg/mLPSを混合した培
 養液を添加し,48時間後に培養上清中のnitrite/nitrate濃度を測定した。(4)コンフルエントの
 培養細胞にNO供与薬SNAP(100,500,1000μM)を添加し,3,6,12,24時間後に培養上
 清中のTNF一αをELISA法で測定した。(5)SNAP(1000μM)添加6時間後にtotalRNAを
 抽出しquantitativerealtlmePCRでTNF一αのmRNA発現量を計測した。(6)96wellplate
 でRA滑膜細胞を培養し,TNF一α(100,500,1000pg/m1)を添加して,72時間後にWST-1
 を使用し細胞増殖を計測した。
結果
 (1)CD68陽性細胞はOA群,RA群でともに3%前後存在していた。2群間に有意差はみられ
 なかった。(2)滑膜培養細胞をTNRαのみで刺激したところ,培養上清中のnitrite/nitrate濃
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 度はOA群では1L92±2.07μM,RA群では12.11±2.57μMで,OA群,RA群ともにcontrol
 群とTNF一α刺激群の間にNO産生量の有意な増加はみられなかった。一方,TNF一α,IL-1,
 LPSによる刺激により,培養上清中のnitrite/nitrate濃度はOA群では15.3±2.9μM,RA群
 では14.4±0.54μMで,OA群,RA群ともにcontro1に比較して有意にNOの産生の上昇がみ
 られた。OA群,RA群間にNO産生量の有意差はみられなかった。〔3)SNAP添加後の培養上
 清中のTNF一αは,OA群でSNAP500μMを添加し6時間後に計測した群で159.97±136.00
 pg/m1,RA群では605.70±528.08pg・/m1と最大値を示し時間経過とともに低下した。SNAP
 500μMでのTNF一α産生量は,RA群がOA群に比較して約4倍亢進し有意差がみられた(P
 <0.01)。(4)TNF一αmRNA発現量はOA群ではSNAP添加前に比べて,OA群で2.4±1.8倍,
 RA群で35.6±32.6倍であった。RA群がOA群に比較して約15倍亢進し有意差がみられた(P
 <0.01)。(5)TNF一α刺激による滑膜細胞の増殖は,contro1群と比較してTNF一α500pg/m1の
 群で116%(P〈0.01),1000pg/m1の群で120%(P<0.001)と濃度依存的に増殖していた。
 考察および結論
 滑膜培養細胞でTNF一α,IL-1,LPSによりNOが産生され,次いでNO刺激によりTNF一α
 が産生されることが確認された。以上よりNOにより産生されたTNF一αがiNosの産生を介し,
 再びNOを産生するというNO-TNF一αcyclicsystemが存在する可能性が示唆された。OAと
 RAの病態の違いを考えたとき,RA滑膜ではNOによるTNF一α産生がOAより亢進した事実よ
 り,この過程でOAとRAは異なっている可能性がある。そして,TNF一α刺激によりRA滑膜培
 養細胞が増殖したことも考え合わせると,関節リウマチの関節局所において,このNO-TNF一α
 cyclicsystemが存在すれば,TNF一αによる滑膜細胞の増殖のために関節滑膜組織の肥厚が進
 むことが考えられる。
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 審査結果の要旨
 関節リウマチ(RA)では,TNF一αにより培養滑膜細胞のiNOS産生と培養液中の一酸化窒
 素(NO)酸化物であるnitriteの産生が増し,S-nitroso-N-acethy1-D,L-penicillamine(SNAP)
 の濃度に依存してTNF一α濃度が増したとの報告があり,NOとTNF一αのpositivefeedback作
 用の可能性が示唆されている。しかし,mRNAレベルでの検討や,変形性関節症(OA)や正
 常の滑膜細胞とRAの滑膜細胞での比較が行われていない。そこで本研究では,NO・TNF一α
 positivefeedbacksystemの存在を検証することを目的とした。
 ①OA,RA患者から採取した滑膜細胞を第2～3継代まで培養した。②免疫染色により培養
 細胞中のCD68陽性マクロファージ様細胞の比率を求めた。③培養細胞に1ng/m1TNF一α,
 または1ng/mlIL-1,1ng/mlTNF一α,10μg/mlLPSを混合した培養液を添加し,48時間後
 に上清中のnitrite/nitrate濃度を測定した。④コンフルエントの培養細胞にSNAP(100,500,
 1000μM)を添加し,3,6,12,24時間後に上清中のTNF一αをELISA法で測定した。
 ⑤SNAP(1000μM)添加6時間後にRNAを抽出しquantitativerealtimePCRでTNF一α
 のmRNA発現量を計測した。⑥培養RA滑膜細胞にTNF一α(100,500,1000pg/ml)を添加
 し,72時間後にWST-1を使用して細胞増殖を計測した。
 その結果,①CD68陽性細胞はOA群,RA群ともに3%前後存在したが,2群間に有意差は
 みられなかった。②TNRαのみの刺激では,OA,RA群ともにNO産生量の有意な増加はみ
 られなかった。IL-1,TNF一α,LPSによる刺激では,OA,RA群ともにcontrolに比較して
 NO産生量の有意の増加がみられたが,OA,RA群間に有意差はみられなかった。③SNAP500
 μM添加でのTNF一α産生量は,RA群がOA群に比較して約4倍の亢進がみられた(P<0.01)。
 ④TNF一αmRNA発現量はSNAP添加前と比べ,RA群がOA群に比較して約15倍の亢進が
 みられた(P<0.01)。⑤TNF一α刺激により滑膜細胞は,contro1群と比較してTNF一α500
 pg/m1の群で116%(P〈0.01),1000pg/m1の群で120%(P<0.001)と濃度依存的に増殖して
 いた。即ち,TNF一αによりNOが産生され,次いでNO刺激によりTNF一αが産生されること
 が確認された。
 以上,本研究は,RA滑膜ではNO・TNF一αpositivefeedbacksystemが存在し,TNF一αに
 よって関節滑膜の肥厚が進むことを強く示唆したもので,RAの病態解明において学問的価値が
 究めて高く,学位授与に十分値する。
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